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Background: Diabetes mellitus (DM) or hyperglycemia is known to be associated with increased risk of intracranial hemor-
rhage in acute stroke patients who are treated with IV tissue-type plasminogen activator (tPA). However, the underlying 
mechanism remains unknown. We tested the hypothesis that different expression of matrix metalloproteinase (MMP) and 
occludin in DM play a role in increased risk of hemorrhages in DM by using a diabetic rat model. Methods: DM was induc-
ed in Spargue Dawley rats by using injection of streptozotocin (60 mg/kg) and harvesting for 20 weeks. Focal cerebral ischemia 
was induced by occlusion of the middle cerebral artery occlusion (MCAO) for 2 hours and then reperfusion for 18 hours by 
using a nylon thread. tPA (10 mg/kg) or normal saline was infused via the femoral vein. Spectrophotometry, western blot and 
zymography were performed to measure the amount of hemorrhages, levels of occludin (tight junction protein) and activity of 
matrix metalloproteinase (MMP)-2 and MMP-9, respectively. Results: Mortality was significantly higher in diabetic rats. In 
surviving rats, hemorrhagic amounts and levels of cerebral occludin were not different between diabetic and nondiabetic rats, 
and tPA-infused and normal saline-infused rats. Although MMP-9 were higher in ischemic groups (P=0.001), their activities 
were not changed in diabetic or tPA-treated rats. Conclusion: Occludin and MMP may not play a major role in increasing the 
risk of hemorrhage in diabetic rats. (Korean J Stroke 2009;11:82-87) 
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서     론 
 
급성 허혈성 뇌졸중 치료에 있어서 tissue-type plasmin-
ogen activator (tPA)는 그 효과가 입증된 대표적 치료법 
중 하나이다.1,2 그러나 tPA 사용으로 인한 뇌출혈은 tPA 
사용에 제한을 갖게 하는 주요 요소이다. tPA 사용 후 뇌
출혈의 발생에 영향을 미치는 요소로는 혈압 상승, 당뇨, 
나이, tPA 투여시간 등이 보고되어 있으나 그 기전은 아직 
잘 알려져 있지 않다.3-5 따라서 이러한 원인들의 기전에 
대한 연구는 tPA 사용의 폭을 넓히고 치료효과를 더욱 크
게 할 수 있는 기반을 마련해 줄 수 있다.  
뇌졸중 환자의 20~50%에서 증상 발현시 고혈당이 있는 
것으로 보고되고 있으며,6-8 고혈당과 당뇨병 과거력은 tPA
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로 치료한 환자에 있어서 뇌출혈의 예측인자로 보고되고 
있다.9 또한, 고혈당은 혈전용해 치료로 폐색부위를 재개통
함에도 불구하고, 뇌경색 부위의 크기를 증가시키고 예후
를 나쁘게 하는 것으로 보고되고 있다.10 이러한 이유로 주
요 진료 지침에는 혈당이 400 mg/dL 이상이 되는 경우 정
맥내 혈전용해술 시행의 제외대상이 되고 있기도 하다.1 
국소 뇌허혈 후 미세혈관의 손상은 뇌출혈의 기본적인 원
인이며,11 치밀판(basal lamina)을 분해하는 단백분해 효소
가 출혈 변환에 관여할 것으로 생각된다.12,13 따라서 당뇨
병 환자에서 출혈 변환이 흔한 것은 당뇨로 인한 미세혈관
의 변화 및 단백 분해효소의 반응이 다르기 때문일 수 있다. 
본 연구에서는 급성 허혈성 뇌졸중에서 당뇨가 있을 때 
tPA 사용 후 출혈 변환의 위험이 큰 것은 당뇨로 인한 혈뇌
장벽(blood brain barrier) 및 미세혈관의 치밀판의 변화가 
연관있다는 가설을 당뇨쥐 모델에서 실험적으로 증명하고자 
하였다. 
 
대상 및 방법 
 
실험동물 
8주령의 200~300 g의 웅성 Spraque-Dawley 흰쥐를 
사용하였다. 당뇨군과 대조군으로 나누어 당뇨군에는 60 
mg/kg의 streptozotocin을 생리식염수에 녹여 복강내로 투
여하였고, 대조군은 생리식염수만 복강내로 투여하였다. 20
주간 충분한 양의 고형사료 및 무균음수를 주어 사육하였
으며, 당뇨군과 대조군을 각각 3군으로 나누어 실험하였다. 
한 군은 대조 실험군(Sham), 또 한 군은 좌측 중대뇌동맥
을 폐색시킨 후 tPA를 투여한 군 [middle cerebral artery 
occlusion (MCAO)+tPA], 나머지 한군은 좌측 중뇌동맥
을 폐색시킨 후 생리식염수를 투여한 군 (MCAO+N/S)이
다. 모든 실험동물들은 실험 전까지 몸무게와 식전혈당을 
정기적으로 측정하여 당뇨발현을 확인하였다. 
 
대뇌동맥폐색 및 재관류 
실험 쥐는 70%의 N2O, 30%의 O2와 아이소플루란(iso-
flurane)으로 흡입마취를 시킨 상태에서 실험하였다. 체온
은 직장체온계를 이용하여 지속적으로 측정하여 섭씨 37
±0.5도로 일정하게 유지하였다. 뇌의 허혈은 기존에 보고
된 나일론사를 이용한 좌측 중대뇌동맥 폐색과 재관류법을 
이용하였다. 즉, 흡입 마취시킨 상태의 실험 쥐의 경부를 정
중 절개하여 경동맥을 노출시키고 총경동맥을 결찰한 다음, 
내경동맥과 외경동맥의 분지들과 외경동맥을 전기소작 또는 
결찰하였다.  
다음으로 내경동맥을 일시적으로 혈관 clamp를 이용하
여 결찰한 뒤 원위부를 poly-L lysine으로 처리한 4-0 
나일론사를 넣어서 내경동맥쪽으로 들어간 것을 확인한 후 
혈관 clamp를 풀고 나일론사를 총경동맥 분지부 부터 23 
mm까지 밀어 넣어 중대뇌동맥을 폐색하였다. 이러한 과
정이 끝난 후 절개된 부분을 봉합하고 나일론사의 끝부분
이 피부 바깥쪽으로 나오도록 하였다. 2시간 동안 중대뇌
동맥을 폐색한 후 tPA 혹은 생리식염수를 대퇴정맥을 통
하여 투여하였다. 투여 후 재관류를 하는데, 재관류는 흡입
마취상태에서 피부 바깥쪽에 남아있는 나일론사를 저항이 
느껴질 때까지 잡아 뺀 후 나머지 끝부분을 가위로 절단함
으로써 시행하였다. 재관류 전후에 신경학적 평가를 하였다. 
18시간 동안 재관류를 한 후, 심장관류를 이용하여 희생시
켰다. 대조실험군에서는 나일론사를 내경동맥으로 넣는 것
을 제외한 다른 과정은 동일하게 시행하였다. 
 
약물투여 
중대뇌동맥 폐색 직후 대퇴정맥에 tPA (Boehringer In-
gelheim, Ingelheim, Germany) 혹은 생리식염수을 투여
하였다. MCAO+tPA의 경우 tPA를 10 mg/kg의 용량으
로 10%는 처음에 일시 주사한 후 나머지를 30분 동안 주
입펌프(infusion pump)를 이용하여 투여하였다. tPA의 용
량은 섬유소에 대한 특이적 반응성이 인간과 설치류 사이
에서 10배의 차이가 난다는 기존의 보고에 의해 결정하였
다.14 MCAO+N/S군의 경우 MCAO+tPA군과 같은 양을 
같은 방법으로 투여하였다. 
 
조직처리 및 뇌손상의 평가 
재관류 18시간 후 우레탄(urethane)을 복강내로 주사
하여 마취한 상태에서 펌프를 이용하여 헤파린이 섞인 차
가운 생리식염수를 우심방을 절개한 상태에서 좌심실을 통
해 관류함으로써 실험동물을 희생시키고 즉시 뇌를 적출하
였다. 적출한 뇌는 brain matrix를 이용하여 관상면으로 전
두부부터 2 mm 두께로 잘라 7개로 관상 절편화하였다. 
 
뇌출혈 정량분석 
뇌출혈의 정량은 spectrophotometric 분석법을 사용하
였다.15,16 즉, 뇌조직을 균질화하고, Drabkin’s reagent와 
혼합하여 헤모그로빈을 cyano methmoglobin으로 변화시
킨 후 흡광도를 측정하여 뇌출혈을 정량화하였다. 균질화
한 뇌조직의 단백질량을 spectrophotometric 분석법을 이
용하여 구한 후 뇌출혈량을 단백질량으로 나누어 비교하였
다. 분석시 뇌조직은 양측 반구를 모두 사용하였다. 
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뇌조직 처리 
실험동물의 일부는 심장을 통해 헤파린이 포함된 생리식
염수로 관류하여 희생시킨 후 뇌를 적출하여 관상면에서 
2 mm 간격으로 절편화한 후 섭씨 영하 80도에 냉동상태로 
보관하였다가 western blot, zymography와 면역조직화학
염색을 위해 사용하였다. 다른 일부는 4% paraformalde-
hyde를 관류하여 희생시킨 후 면역조직화학염색에 사용하
였다.  
 
혈뇌장벽의 변화 
혈뇌장벽의 치밀이음부의 주요 구성성분인 occludin을 
western blot를 이용하여 당뇨군과 대조군 사이의 변화양
상을 비교하였다. 냉동절편조직에서 RIPA buffer (100 mM 
Tris Cl pH7.5, 5 mM EDTA, 50 mM NaCl, 1% TritonX-
100, 0.5% DOC, 0.1 mM Na3VO4, 1 mM PMSF)을 이용
하여 세포를 추출하였다. 단백질은 Bradford 법을 이용하
여 bovine serum albumin을 기준으로 정량하였다. 단백
질 50 μg을 8% SDS-PAGE로 분리하고, polyvinylidene 
difluoride memebrane (PVDF)로 옮긴 후 항체의 비특이
적 반응을 막기 위하여 tris bufferd saline (TBS)(50 mM 
Tris Cl pH7.5, 150 mM NaCl)에 5% 탈지분유로 4℃에
서 하룻밤 동안 반응시켰다. Occludin에 대한 1차 항체
(1 : 100; zymed, San Francisco, CA, USA)로 4℃에서 
overnight 반응시킨 후 horseradish peroxidase가 접합
되어 있는 2차 항체로 1시간 반응시켰다. Tris-buffered 
saline with Eween-20 (TTBS)(0.5% Tween 20 in 
TBS)로 5분간 네 번 washing 후 ECL (Amersham Phar-
macia Biotech, Little Chalfont, UK)로 반응시켜 X-ray 
필름에 노출시켜 감광시켰다. 발현수준의 평가는 densito-
metry를 이용하여 분석하였다 
 
혈관벽에 작용하는 단백분해효소(Proteinases)의 영향 
Matrix metalloproteinases (MMP) 효소의 활성도는 
gelatin zymography를 이용하여 측정하였다.12 단백질을 
추출한 후 0.5% gelatine이 함유된 8% polyacrylamide 
gel에서 전기영동을 하였다. 이후 배양액에 넣고 배양한 후 
0.1% amido black을 이용하여 염색과 탈색을 실시하면 
MMP에 의해 분해된 부분은 염색이 되지 않아 정량할 수 
있게 된다. MMP 활성도는 스캔 후 Scion Image program
의 gel plotting macro로 분석하였다.  
 
통  계 
SPSS 12.0을 이용하였다. 각 군의 비교를 위해서 t-test, 
Mann-Whitney U test, Kruskal Wallis test 및 chi-
square test를 사용하였다. 실험결과값은 평균±표준오차
로 표시하였으며, 각각의 검정에서 P값이 0.05 미만인 경
우 통계적으로 의의가 있는 것으로 하였다. 
 
결     과 
 
당뇨쥐 제작 
총 80마리의 웅성 흰쥐에 streptozotocin을 투여하였으며, 
이 중 50마리에서 당뇨가 생기는 것을 확인하였다. Strep-
tozotocin 투여 후 다음날부터 체중과 혈당의 의미 있는 차
이를 확인하였다 (Figure 1). 
 
실험군과 사망률  
각 당뇨군에서는 streptozotocin 투여로 당뇨가 만들어
진 개체와, 중대뇌동맥 폐색군에서는 폐색 후 신경학적 장애
가 있는 개체만을 최종분석에 사용하였다. 총 91마리의 흰
쥐를 대조군과 당뇨군으로 나누어 수술을 시행하였다. 사망
률은 대조군에 비해 당뇨군에서 더 높았다 (Table 1, P= 
0.01). 중대뇌동맥 폐색 및 재관류 후 신경학적 장애가 있
었던 흰쥐의 빈도는 대조군에서는 56.7% (17/30), 당뇨군
FIGURE 1. Weight and serum glucose levels. Weight and serum 
glucose levels increased significantly 1 day after administration of 
streptozotocin . *P<0.05. DM: diabetes mellitus. 
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에서는 83.3% (15/18)로 당뇨쥐에서 높았으나 통계적 의
미는 없었다 (P=0.068). 실험에 사용한 개체 수는 각각 대
조군에서 Sham은 5마리, MCAO+N/S은 7마리, MCAO+ 
tPA는 10마리, 당뇨군에서 Sham은 5마리, MCAO+N/S
은 5마리, MCAO+tPA는 10마리였으며, Sham을 제외한 
흰쥐의 신경학적 점수는 차이가 없었다 (P=0.106). 
 
뇌출혈량 비교 
Spectrophotometry를 이용한 뇌조직에서의 출혈량은 
6개 각 군 간에 차이가 없었다 (P=0.396)(Figure 2). 
 
Occludin량 비교 
Western blot을 이용한 occludin 항원단백질량은 허혈
반구와 비허혈반구간 차이는 있었으나 (P=0.041), 각 반
구에서 당뇨와 비당뇨군을 포함한 각 군 사이에 차이가 없
었다 (P=0.286, 0.439)(Figure 3). 
 
단백분해효소들의 양 비교 
Gelatin zymography를 이용하여 측정한 MMP-9은 비
허혈반구와 비교하여 허혈반구에서 증가하여 있었다 (P= 
0.001). 그러나, 각 군당 비허혈반구와 허혈반구간에 차이
TABLE 1. Mortality after induction of middle cerebral artery occlu-
sion and reperfusion in control and diabetic rats 
  Total Death (%) P value 
Control MCAO+N/S 15 02 (13.3) 0.01* 
 MCAO+tPA 26 09 (34.6) 0.798** 
DM MCAO+N/S 18 12 (66.7)  
 MCAO+tPA 22 10 (45.5)  
*Compared with control and DM, **Compared with N/S and
tPA. MCAO: middle cerebral artery occlusion, DM: diabtes mel-
litus, N/S: normal saline, tPA: tissue-type Plasminogen Activator 
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FIGURE 3. Occludin levels of the rat brain. Middle cerebral artery
occlusion was performed on the left side. Occludin levels are de-
creased in the ischemic hemisphere, but they are not different
among the groups (DM vs. control and tPA vs. placebo). DM: di-
abetes mellitus, MCAO: middle cerebral artery occlusion, N/S:
normal saline, tPA: tissue-type Plasminogen Activator. 
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FIGURE 2. Hemorrhagic amounts of the rat brain assessed using
spectrophotometry. Hemorrhagic amounts are not significantly dif-
ferent among the groups. DM: diabetes mellitus, MCAO: middle
cerebral artery occlusion, N/S: normal saline, tPA: tissue-type
Plasminogen Activator. 
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FIGURE 4. Matrix metalloproteinase activity of the rat brain. A:
MMP-2. B: MMP-9. MMP-9 levels are higher in the ischemic 
groups (P=0.001). MMP: matrix metalloproteinase, DM: diabetes 
mellitus, MCAO: middle cerebral artery occlusion, N/S: normal 
saline, tPA: tissue-type Plasminogen Activator. 
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는 없었다 (Figure 4). 
 
고     찰 
 
뇌경색 후 발생하는 뇌출혈은 혈뇌장벽의 파괴와 관련이 
있다.17 혈뇌장벽은 혈관내피세포사이 치밀 이음부, 기저막 
및 혈관주위 별아교 세포의 종단으로 구성된다.18 뇌경색에
서 혈관내피세포의 파괴 후 기저막이 혈액성분의 혈관 밖으
로의 유출을 막아주는 역할을 하는데, 이 기저막의 파괴로 
인해 뇌출혈이 발생한다.11 뇌혈관의 기저막은 4형아교질
(type IV collagen), 라미닌(laminins), 섬유결합소 및 헤
파란설페이트(heparan sulfate) 등으로 구성되어 있다. 기
저막은 플라스민(plasmin), MMP와 백혈구과립효소의 분
비에 의해 분해된다. 기저막의 파괴에는 단백분해효소가 중
요한 역할을 하는데, MMP-2와 MMP-9가 4형 아교질과 
라미닌을 분해하여 기저막 파괴에 핵심역할을 한다.19 이 중 
MMP-9가 뇌출혈에 중요한 역할을 하는데 원숭이를 이
용한 뇌경색 모델에서 뇌경색 후의 출혈성 전환과 MMP-
9의 연관성이 처음 보고되었다.12 또한, 토끼나 쥐와 같은 
동물을 이용한 뇌경색 모델에서 MMP-9 억제제를 tPA와 
함께 사용시 뇌경색 후의 뇌출혈이 방지됨이 관찰되어 그 
연관성이 입증되었다.20,21 그리고 실제 심인성 뇌경색 환자 
및 혈전용해 치료 전 혈중 MMP-9의 증가가 뇌출혈의 발
생과 연관되어 있음이 보고되기도 하였다.22,23 tPA는 그 
자체가 기저막을 파괴하는 효과가 있지만, MMP의 작용을 
증강시켜 혈뇌장벽의 파괴에 영향을 주어 뇌출혈 발생에 더
욱 기여한다.21 
고혈당과 당뇨병 과거력은 rtPA로 치료한 환자에 있어서 
뇌출혈의 예측인자로 알려져 있다.9 당뇨쥐 모델에서 뇌조
직의 MMP와 같은 단백분해효소에 대한 연구는 아직 없으
나, 망막조직이나 대동맥조직에서는 MMP-9의 발현이 증
가되어있었다.24,25 따라서 본 연구에서는 당뇨쥐에서 뇌출
혈이 더 많이 발생하며, 당뇨쥐의 뇌조직에서 혈뇌장벽이 비
당뇨쥐와 차이가 있을 가능성, 또는 뇌허혈시 당뇨쥐에서
의 MMP-9 발현이 비당뇨쥐와 다를 것이라는 가설을 세
우고 이를 증명하고자 하였다. 본 연구에서 비허혈반구와 
비교하였을 때 허혈반구에서 MMP-9은 증가되어 있었고, 
혈뇌장벽의 치밀이음부의 구성당백인 occludin은 감소하여 
있었다. 
그러나 본 연구에서 당뇨쥐와 비당뇨쥐 사이에 뇌조직 
내 헤모글로빈의 양에 차이가 없었다. 혈뇌장벽의 차이에 
대한 지표로 조사한 occludin의 양도 차이가 없었다. 또한 
MMP의 발현도 당뇨쥐와 비당뇨쥐 사이에 차이가 없었다. 
그리고 tPA 투여 또한 조직내 헤모글로빈, occludin 및 
MMP의 변화에 영향을 미치지 않았다. 
이러한 결과에 대해 여러 가지로 해석이 가능할 수 있다. 
첫 번째로 당뇨쥐에서 뇌허혈 유도 후 사망이 높았다. 실
험분석에서 사망한 쥐는 사용하지 못하고 생존한 쥐만 사
용할 수밖에 없었는데, 실제 본 실험에서 가정했던 혈뇌장
벽 및 MMP의 변화가 있었던 쥐들은 뇌출혈로 사망함으
로써, 실험분석군 선택의 오류가 발생했을 가능성이 있다. 
당뇨쥐에서 뇌허혈 유도 후 사망률이 높았던 점을 보면, 
실제 이들에서 뇌경색이 더욱 심하였거나 뇌출혈이 발생하
였을 가능성이 있다. 둘째로 생존한 쥐에서 뇌출혈의 빈도
가 높지 않았다는 것으로 볼 때 뇌출혈과 관계된 occludin 
및 MMP의 변화도 없었을 가능성이 있다. 뇌경색 후 또는 
tPA 사용 후 뇌출혈이 흔한 합병은 아니기 때문에, 본 실험
에서 사용된 개체수가 이를 증명하기에는 부족하였을 가능
성이 있다. 세 번째로, 당뇨병 환자에서 혈전용해제 투여시 
뇌출혈의 빈도가 증가하는 것이 본 실험에서 가정했던, 혈
뇌장벽의 occludin 또는 MMP와는 무관할 가능성이다. 만
일 이러한 분자적 기전이 관여한다면, 뇌출혈이 발생하지 
않더라도 뇌허혈 유도시 이들의 발현이 당뇨쥐와는 차이가 
있을 가능성도 있는데, 본 실험에서는 그렇지 않았다는 점
에서 occludin이나 MMP와는 다른 기전을 통해 뇌출혈의 
위험이 증가할 가능성이 있다. 이 점에 대해서는 좀 더 연
구가 필요한 부분이다. 네 번째로 종의 차이에 의한 것일 
수도 있다. 그러나 인간에서와는 달리 아직 당뇨쥐에서 뇌
출혈이 증가한다는 보고는 없음에도 불구하고, 당뇨쥐나 
고혈당이 있는 경우 뇌경색이 더 심하다는 것은 환자뿐 아
니라 쥐를 이용한 실험모델에서도 증명된 바 있어26 종간 
차이에 의한 가능성은 적을 것으로 생각된다. 마지막으로 
사용된 쥐들은 8주령의 쥐를 20주간 사육하였는데, 이는 
기존의 보고에서 streptozotocin 투여 16~20주 후 중뇌
동맥의 평활근층의 비가역적 비후를 보였으며, 이러한 비
후가 당뇨에서 뇌경색 발생의 한 요소가 될 수 있기 때문
이었다.27 따라서 이러한 변화 및 고령의 요소가 영향을 미
쳤을 가능성도 있다. 
본 실험에서는 당뇨병 환자에서 혈전용해 치료시 뇌출혈
의 위험이 더 크다고 알려져 있는 현상에 대해 실험적으로 
증명하고자 하였고, 기존에 알려져 있는 몇 가지 뇌출혈 
기전과의 연관성을 밝히고자 하였으나, 그 연관성을 증명
하지는 못하였다. 실제 본 연구에서 증명하고자 한 기전이 
관계가 없을 가능성이 있지만, 위에서 언급한 실험방법 상
의 제한점이 있었기 때문에 확실한 결론을 내리는 데는 한
계가 있었다. 그렇지만 최근 뇌졸중 환자에서 당뇨가 있는 
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경우 뇌출혈의 위험때문에 혈전용해제 치료기준에서 제외
하는 임상가이드라인이 제시되는 점을 고려할 때,1 이 분야 
및 기전에 대한 연구가 거의 없는 것은 아쉬운 점이다. 이
런 관점에서 당뇨와 혈전용해제 투여 후 뇌출혈의 기전을 
조사하기 위해서 시도한 본 연구가 이 분야에 대한 실험적 
연구의 중요한 시작이 될 것을 기대해본다. 
 
중심 단어: 뇌경색·당뇨·조직 플라즈미노겐 활성제·출
혈 변환.  
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